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(54) Titre- UTILISATIONS DU T>XYLOSE, DE SES ESTERS ET DES OLIGOSACCHARIDES CONTENANT DU XYLOSE POUR 
" AMELIORER LA FONCTIONNALITE DES CELLULES DE L'EPIDERME 

(57) Abstract 

The invention concerns novel uses of d-xylose, the esters thereof and oligosaccharides containing D-xylose for improving the 
functionality of epidermal cells. More particularly, it concerns the use of a compound selected among the group consisting of D-xylose, its 
esters in particular fatty acid esters or D-galacturonic acid ester, and oligosaccharides containing D-xylose, as cosmetic or dermatological 
r g ent'for stimulating synthesis and/or secretion of proteoglycans (PG) and/or glycosaminoglycans (GAG) by keratinocytes, in particular 
keratinocytes of the epidermis and of tissues with a keratinocyte coating compartment such as the mucous membranes, in particular the 
lips, and the skin appendages, in particular hair follicles, said agent being incorporated in a cosmetic or pharmaceutical composition. 

(57) Abrege* 

L'invention concerne de nouvelles utilisations du D-xylose, de ses esters et des oligosaccharides contenant du D-xylose pour ameiiorer 
la fonctionnaliuS des cellules de l'6piderme. Elle concerne plus particulierement l'utilisation d'un compos6 choisi dans le groupe consume 
du D-xylose de ses esters, en particulier les esters d'acides gras ou Tester de Tacide D-galacturonique, et des oligosaccharides contenant 
du D-xylose' comme agent cosmdtique ou dermatologique destine- a stimuler la synthese et/ou la secnltion des prot6oglycannes (PG) et/ou 
des glycosaminoglycannes (GAG) par les keratinocytes, notamment les keratinocytes de repiderme et des tissus possedant un compartiment 
keratinocytaire de rev&ement tels que les muqueuses, en particulier les levres, et les annexes cutanees, en particulier les follicules pileux, 
ledit agent etant incorponS dans une composition cosmetique ou pharmaceutique. 
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Utilisations du D-xvIosp de ses esters et des oligosacc h ari des co ntenant du xylose 
r nnr ameliorer la fonctionnalite d es cellules de l'eniderme 

L'invention conceme de nouvelles utilisations du D-xylose, de ses 
5 esters et des oligosaccharides contenant du xylose pour ameliorer la fonctionnalite 

des cellules de l'epiderme. 

Elle conceme plus precisement de nouvelles utilisations de ces 
produits dans le domaine de la cosmetique et de la pharmacie, notamment de la 
dermatologie, visant a ameliorer cette fonctionnalite, par stimulation de la 
1 o synthese des proteoglycannes et/ou des glycosaminoglycannes. 

Dans l'ensemble du present memoire, on designera les 
proteoglycannes par l'abreviation PG et les glycosaminoglycannes par l'abreviation 
GAG. 

Lorsque l'on souhaite ameliorer l'hydratation de la peau, on peut faire 
1 5 appel a des produits dont Taction est reliee : 

- soit a un effet occlusif : cette propriete permet de reguler la perte en 
eau par creation d'une barriere qui s'oppose au passage des molecules d'eau, 

- soit a un effet humectant : ces produits agissent par hygroscopie, 

- soit a un effet de differenciation des keratinocytes conduisant a une 
20 hydratation de la peau : cette action permet d'aboutir a la formation des 

comeocytes, en particulier de l'enveloppe cornee et a celle des substances 
synthetisees par les keratinocytes au cours de leur differenciation, 

- soit a un effet d'augmentation du pouvoir de retention d'eau des 
espaces intercellulaires : cet effet peut etre obtenu en favorisant la synthese des PG 

25 et/ou des GAG par les cellules de la peau, notamment par les keratinocytes et/ou 
les fibroblastes. 

Les PG, autrefois appeles muccopolysaccharides sont des 
macromolecules complexes constitutes d'une proteine centrale, egalement appelee 
«proteine porteuse », substitute au niveau de ses residus serine avec des chaines 
30 osidiques appelees GAG. Ces chaines consistent en une succession d'hexosamines 
(glucosamine ou galactosamine) en altemance avec un autre sucre (glucuronique 
ou iduronique). Dans la peau, elles sont sulfatees en position 2, 4, 6 ou sur la 
fonction amine. (Structure and metabolism of proteoglycans and 
glycosaminoglycans, J. E. Silbert, J. Invest. Dermatol,. (1982). 79, 31-37). 
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Les PG, tout comme les GAG, sont secretes dans la peau par les 
keratinocytes et les fibroblastes et sont responsables pour partie de son 
hydratation. 

L'organisme est soumis en permanence a de nombreuses agressions de 

la part du milieu exterieur. 

La peau remplit un role de protection de l'organisme contre le milieu 
exterieur. L'epiderme est la barriere exterieure de la peau. II est constitue 
notamment de keratinocytes, qui se differencient au cours de leur migration de la 
couche basale de l'epiderme jusqu'a la couche cornee de l'epiderme. 

Une des fonctions les plus importantes de cette barriere qu'est 
l'epiderme, est d'empecher la perte d'eau par l'organisme. C'est egalement de 
combattre les diverses agressions physiques, chimiques et microbiennes du milieu 
environnant. 

La lutte contre la perte d'eau est assuree en grande partie par les PG et 
les GAG, presents en grande quantite dans le milieu extra-cellulaire. Ces 
molecules participent de maniere importante a 1'hydratation et a la mineralisation 
(fixation de contre-ions) des matrices extra-cellulaires grace notamment a leur 
capacite de fixer de l'eau. Elles participent egalement activement au bon 
fonctionnement des cellules de l'epidenne. 

Ces PG et GAG sont, en particulier, synthetises par les keratinocytes 

dans l'epiderme. 

Ces PG et GAG, une fois synthetises par une cellule, restent dans la 
matrice extra-cellulaire entourant cette cellule et ne migrent pas ou peu. 

Les PG represented environ 0,2 % du poids sec de la peau, ce qui est 
peu en comparison de la quantite de collagene par exemple qui represente plus de 
75% de ce poids sec (The collagens : biochemistry and physiopathology, E.J. 
Kucharz, Ed. Springer-Verlag, 1992). Cela ne reflete en rien I'importance 
physiologique des PG et des GAG. 

En effet, par leurs structures osidiques polyanioniques, ces molecules 
ont la particularite de s'associer tres fortement avec des contre-ions (sodium et 
potassium) et des molecules d'eau. Elles ont la capacite de fixer de l'eau jusqu'a 
1000 fois leur volume, formant ainsi des gels. Elles se component done comme 
des hydratants naturels et mineralisants de l'epiderme, en particulier des cellules 
de l'epiderme, notamment des cellules germinatives, des membranes basales 
35 cellulaires, des annexes cutanees en particulier des follicules pileux et egalement 
des matrices extra-cellulaires comme celle de la jonction dermo-epidermique 



30 



WO 99/24009 



3 



PCT7FR98/02382 



10 



15 



(JDE). Les PG et les GAG jouent done un role determinant dans la fonctionnalite 
de ces cellules et de la matrice sur laquelle ces cellules adherent. 

Les GAG les plus abondants de la peau sont l'acide hyaluronique 
(50% de l'acide hyaluronique de l'organisme est dans la peau) et le dermatan 
sulfate, alors que d'autres sont retrouves en plus petite quantite comme les 
chondroitin-4 et -6-sulfate, l'heparan sulfate et le keratan sulfate. L'acide 
hyaluronique est sans doute l'agent hydratant de la peau le plus connu. On notera, 
qu'a la difference des autres GAG, cette molecule n'est pas sulfatee et n'est pas 
non plus fixee a une proteine porteuse. 

L'epiderme contient de la chondroitin-4-sulfate et du keratan sulfate. 
La jonction dermo-epidermique contient de la chondroitin-6-sulfate et de 
l'heparan sulfate, qui sont tres importants dans la cohesion entre le derme et 
repiderme. L'acide hyaluronique est localise principalement dans la couche 
basale et de facon moindre dans la couche spineuse (Age-dependant changes of 
hyaluronan in human skin, L.J.M. Meyer and R. Stern, , J. Invest. Dermatol, 

(1994), 101 385-389). 

On sait aussi que le vieillissement a un retentissement important sur la 
teneur et la distribution des PG et des GAG dans la peau. L'acide hyaluronique, 
voir sa distribution epidermique chuter de maniere drastique au point de n'etre 
20 plus detecte dans repiderme senescent. (Age-dependant changes of hyaluronan in 
human skin. L.J.M. Meyer and R. Stern, , J. Invest. Dermatol., (1994), 101 385- 
389). De la meme maniere on note une diminution de la chondroitin-6-sulfate 
localisee principalement dans la Jonction Dermo-Epidermique (JDE) (Patterns of 
glycosaminoglycan/proteoglycan immunostaining in human skin during ageing, 
25 M.D. Willen, J. Invest. Dermatol, (1996), 968-974). 

Le D-xylose est un Sucre bien connu de la famille des aldoses a 5 
carbones. Pour sa description, ses sources et ses principales proprietes, on pourra 
se reporter a la publication du Merck Index 20eme edition (1996), n° 10220. 

Le brevet suisse CH 368 267 decrit des compositions a effet hydratant 
30 contenant, en combinaison, un pentose et un acide amine. Le xylose est cite parmi 
les pentoses en tant que produit a caractere hygroscopique. 

Dans le cadre de la presente invention, on a maintenant decouvert de 
maniere surprenante que le D-xylose, ses esters ainsi que les oligosaccharides 
contenant du xylose permettaient de stimuler de maniere importante et 
35 significative la synthese et la secretion des PG et des GAG par les keratinocytes 
humains. 
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Ainsi le D-xylose, ses esters et les oligosaccharides contenant du 
xylose grace a leur action stimulante de la synthese des PG et des GAG par les 
keratinocytes epidermiques peuvent etre utilises dans des compositions a usage 
topique cosmetiques ou pharmaceutiques, notamment dermatologies, 
permettant, entre autres, de favonser 1'hydratation de la.peau, en particular celle 
de l'epiderme, mais aussi des tissus possedant un compartiment keratmocytaire de 
revetement comme les muqueuses en particulier des levres, et egalement les 
annexes cutanees en particulier les follicules pileux. 

Le D-xylose, ses esters et les oligosaccharides contenant du xylose 
peuvent etre aussi utilises pour prevenir ou traiter les effets du vieillissement 
cutane, en particulier les effets sur l'epiderme qui est le siege d'un fort dechn de la 
teneur en PG et en GAG avec l'age, s'accompagnant en particulier d'une plus 

grande secheresse cutanee. 

Le D-xylose ainsi que ses esters et les oligosaccharides contenant du 
xylose peuvent ainsi etre utilises dans toutes les applications ou l'on cherche a 
ameliorer la synthese des GAG et des PG. 

Ainsi, selon l'une de ses caracteristiques, l'invention conceme 
l'utilisation d'un compose choisi dans le groupe constitue du D-xylose, de ses 
esters et des oligosaccharides conteant du D-xylose, comme agent cosmetique 
destine a stimuler la synthese et/ou la secretion des proteoglycan's (PG) et/ou 
des glycosaminoglycannes (GAG) par les keratinocytes, notamment les 
keratinocytes de l'epiderme et des tissus possedant un compartiment 
keratinocytaire de revetement tels que les muqueuses, en particulier les levres, et 
les annexes cutanees, en particulier les follicules pileux, ledit agent etant incorpore 
dans une composition cosmetique comprenant un vehicule cosmetiquement 
acceptable. 

Plus precisement, il est apparu que le D-xylose ainsi que les composes 
cites precedemment, du fait de leur effet de stimulation de la synthese des GAG et 
des PG par les keratinocytes humains normaux permettaient : 

- de lutter contre le vieillissement de l'epiderme. II est en effet connu 
que le vieillissement de l'epiderme est, pour une part importante, lie a une perte 

d'acide hyaluronique, 

- de lutter contre le dessechement de la peau lie a une insuffisance de 
Taction des GAG, en particulier de l'acide hyaluronique. Un tel dessechement est 
en particulier observe sur les peaux agees et est lie essentiellement a une perte 
d'acide hyaluronique, 
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- d'ameliorer la tonicite de la peau. II a ete en effet observe que 
l'augmentation de la synthese des GAG permettait de creer un environnement 
cellulaire hydrate favorable aux echanges de nutriments, d'ions, de cytokine et de 
facteurs de croissance secretes par des cellules epidermiques. Un tel 

5 environnement est favorable aussi a l'elimination des metabolites toxiques. Cet 
effet se traduit done par une peau tonique et en bonne sante, 

- de maintenir ou restaurer la souplesse et l'elasticite de la peau. Cet 
effet est lie a la stimulation de la synthese des GAG qui permet de creer un 
environnement hydrate pour les constituants matriciels, en particulier au niveau de 

10 la jonction dermo-epidermique pour favoriser les micro-deplacements entre les 
elements de cette matrice lors d'un stress mecanique. Un tel effet contribue done a 
faire une peau plus souple et plus elastique, 

- d'ameliorer la mineralisation de l'epiderme, rendant ainsi la peau plus 
saine et ameliorant sa vitalite. Cet effet est lie a l'amelioration de la synthese des 

15 GAG qui permet d'assurer une bonne mineralisation de l'epiderme. En effet les 
GAG, par leurs groupements charges, peuvent fixer les ions et contribuer a 
l'osmolarite de l'epiderme. La encore, une bonne mineralisation de la peau est 
synonyme de peau saine presentant une bonne vitalite, 

- de faciliter les echanges intercellulaires. Cet effet est a rapprocher 
20 egalement de la simulation de la synthese des GAG qui permet d'assurer une 

differentiation correcte de l'epiderme puisqu'une destruction de l'acide 
hyaluronique provoque une ouverture des espaces intercellulaires et une acantose 
epidermique. Cet effet permet d'obtenir une peau plus tonique, plus dense et plus 
compacte, 

25 -d'ameliorer la structure tridimensionnelle de la jonction dermo- 

epidermique. Ceci est egalement a relier a l'amelioration de la synthese des GAG 
qui permet d'assurer l'organisation spatiale des constituants matriciels en assurant, 
par exemple, au niveau de la jonction dermo-epidermique, le renforcement de la 
liaison entre la laminine-6 et le nidogene, 

30 . de faciliter la cicatrisation sans formation de cicatrices, permettant 

ainsi la reparation de micro-traumatismes epidermiques qui apparaissent lorsqu'il 
y a rupture de la continuite cutanee. Un tel effet permet de hitter contre les 
gercures et l'aspect craquele de la peau, 

- de faciliter la migration des keratinocytes, permettant la formation 

35 d'une couche cornee de bonne qualite, 
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-de moduler l'action des facteurs de croissance et des cytokines 
produits par les cellules de la peau. Un tel effet permet aux cellules de disposer 
des signaux dont elles ont besoin pour assurer leur fonction. 

Selon l'une de ses autres caracteristiques, l'invention conceme 
egalement des utilisations du D-xylose et/ou d'un de ses esters pour la fabrication 
d-une composition pharmaceutique, notamment dermatologique, destinee a traiter 
les insuffisances de la synthese ou de la secretion des proteoglycannes (PG) et/ou 
des glycosaminoglycannes (GAG) par les keratinocytes, en vue de corriger les 
effets negatifs desdites insuffisances, en particulier d'ameliorer l'etat fonctionnel 
des cellules de la peau, notamment de I'epiderme. 

Cette composition pharmaceutique pourra, en particulier, etre destinee 
a faciliter la cicatrisation et a reparer les micro-traumatismes epidermiques ou a 
traiter les ulcerations cutanees, en particulier les ulcerations des jambes ou a 
reduire les striae distensae de la grossesse. 

Selon une variante particulierement avantageuse, on choisira le 
D-xylose qui presente l'avantage d'etre un produit commercial. 

Toutefois, on pourra egalement recourir a I'un de ses esters, en 
particulier Tester de l'acide D-galacturonique. 

On pourra egalement utiliser avantageusement des esters d'acide gras 
comprenant de 16 a 24 atomes de carbone, en particulier les esters d'acide gras 
naturels. 

Parmi ces esters d'acide gras, on choisira avantageusement les esters 
des acides palmitique, stearique, oleique, linoleique, linolenique, arachidonique, 

erucique, lignocerique. 
25 Ces esters d'acide gras du D-xylose presentent un interet tout 

particulier pour l'invention car, du fait de la presence de la chaine grasse, ils 
permettent une meilleure penetration du xylose dans la peau en rendant I'ensemble 
du compose lipophile. Par ailleurs, du fait de la presence des esterases dans la 
peau, le xylose peut se liberer dans la peau, permettant ainsi a ces produits d'avoir 
les memes avantages que le D-xylose sur la synthese et la secretation des GAG. 

Une autre famille de composes dont l'utilisation s'avere 
particulierement interessante pour l'invention est constitute de la famille des 
oligosaccharides contenant du xylose. Par oligosaccharide au sens de l'invention, 
on entend des chaines de sucres contenant de 2 a 6 sucres. 
35 On choisira de preference, selon la presente invention, 

l'oligosaccharide contenant du xylose parmi les oligosaccharides tels que defmis 
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precedemment comprenant au moins un xylose et comprenant de 1 a 6 sucres. De 
tels oligosaccharides sont avantageusement choisis parmi le xylobiose, le 
xylobiose hexaacetate, le methyl-(3-xylobioside, le xylotriose, le xylotetraose, le 

xylopentaose et le xylohexaose. 

Les oligosaccharides seront de preference le xylobiose qui est 
compose de deux molecules de xylose liees par une liaison 1-4 ainsi que les 
acetates de xylobiose tels que le xylobiose hexaacetate. 

Ces oligosaccharides sont particulierement interessants dans le cadre 
de l'invention car ils peuvent etre degrades progressivement dans la peau par les 
nombreuses osidases qui s'y trouvent et liberer ainsi du xylose. Ainsi done, ces 
oligosaccharides contenant du xylose agissent, en quelque sorte, comme des 
precurseurs de xylose et constituent de veritables reservoirs de xylose dont la 
liberation se trouvera etalee dans le temps. 

Dans les compositions aussi bien cosmetiques que pharmaceutiques de 
1 5 l'invention, le D-xylose ou ses esters ou precurseurs de type oligosaccharide defini 
precedemment seront avantageusement presents a une concentration comprise 
entre 0,001 et 5 %, de preference entre 0,01 et 0,5 % en poids par rapport au poids 

de ladite composition. 

D'une facon generale, les compositions de l'invention seront 
avantageusement formulees pour une application topique. II pourra en particulier 
s'agir d'emulsions, de lotions, de gels, de rouges a levres, de mascaras. 

Selon une autre variante de l'invention, la composition cosmetique ou 
pharmaceutique, notamment dermatologique, pourra comprendre des liposomes, 
le D-xylose, Tester de D-xylose ou l'oligosaccharide contenant du xylose, se 
25 trouvant soit a l'exterieur desdits liposomes, soit partiellement ou totalement 
incorpore dans lesdits liposomes. 

Enfm, selon une variante particulierement interessante de l'invention, 
le D-xylose ou ses esters ou precurseurs de type oligosaccharide defini 
precedemment pourront etre combines dans la composition de l'invention avec un 
30 certain nombre de principes actifs tels que : 

- des sucres amines, en particulier la D-glucosamine et la D- galactosamine ; 

- des acides amines, en particulier la L- serine ou tout extrait en contenant, en 
particulier des extraits d'algues ; 

- de l'ascorbate de sodium (vitamine C) et de ses derives comme le phosphate, le 
35 palmitate, I'acetate ou le propionate ; 
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- de la vitamine A (appele aussi retinol), de ses esters et derives en particulier le 
palmitate, l'acetate et le propionate ; 

. de Tacide madecassique, de l'acide asiatique et de leurs derives glycosyles ; 

- des vitamines du groupe B, en particulier les vitamines Bl, B6 et B12 et l'acide 

5 folique ; . 

- de la vitamine PP ; 

- de la forskoline, de ses derives et des extraits de coleus forskolii ; 

- de l'acide salicylique et ses derives, en particulier ceux a chaines lipophiles ; 

- l'ecdysterone et ses derives, en particulier les acetates ; 

10 -des retinoides, en particulier l'acide retinoique, le retinaldehyde et le 
retinylphosphate ; 

- des oligo-elements, tels que la silice et ses derives comme le silanol, le 
magnesium et ses sels, le manganese et ses sels ; 

- des extraits de Potentilla erecta ; 

15 - des extraits de fruits, en particulier de pomme et de citron, en particulier l'eau de 
pomme ou ses polyphenols ; 

- des inhibiteurs des phosphodiesterases, en particulier les xanthines ; 

- des extraits de Siegesbeckia orientalis ou de Daturoside ; 

- des extraits de Centella asiatica enrichi en triterpenes ; 
20 - des extraits de Bertholletia ; 

- de l'acide chlorogenique, de l'acide cafeique, de l'acide sinapique et de l'acide 

caffeoyl quinique ; 

- des substances antiradicalaires, en particulier les oligomeres procyanidoliques, 
les extraits de the vert, de pepins de raisins, l'acide nordihydroguaiaretique 

25 (NDGA), les extraits de curcumine et les curcuminoides. 

Selon une autre de ses caracteristiques essentielles, l'invention 
conceme egalement un precede de traitement cosmetique ou pharmaceutique 
selon lequel on cherche a stimuler la synthese et/ou la secretion des 
proteoglycannes (PG) et/ou des glycosaminoglycannes (GAG). Selon ce precede, 
30 on applique sur la partie du corps conceme une quantite efficace de D-xylose ou 
d'un de ses esters ou d'un oligosaccharide contenant du D-xylose tels que definis 
precedemment, pour obtenir la stimulation desdites synthese et secretion. 

Les compositions utilisees dans ces precedes de traitement sont celles 

decrites precedemment. 

Selon une autre caracteristique essentielle de l'invention, elle conceme 
egalement l'utilisation d'un ester du D-xylose, en particulier de Tester de l'acide 
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D-galacturonique, ou d'un des esters d'acide gras du D-xylose tel que defini 
precedemment ou d'un oligosaccharide contenant du D-xylose, en particulier d'un 
oligosaccharide tel que defini precedemment, comme agent cosmetique destine a 
hydrater la couche basale de l'epiderme. 

5 Elle conceme egalement selon un autre aspect, l'utilisation d'un ester 

du D-xylose, en particulier de Tester de l'acide D-galacturonique, ou d'un des 
esters d'acide gras du D-xylose tel que defini precedemment, ou d'un 
oligosaccharide contenant du D-xylose, en particulier d'un oligosaccharide tel que 
defini precedemment, pour la fabrication d'une composition pharmaceutique, 

10 notamment dermatologique, destinee a trailer les insuffisances de rhydratation de 
la couche basale de l'epiderme. 

Les exemples suivants sont donnes a titre purement illustratif de 

I'invention. 
15 EXEMPLES 
Exemple 1 

1.1- Principe general du test. 

Des cultures de keratinocytes humains normaux ont ete realisees in- 
20 vitro, en presence de D-xylose, dans un milieu contenant deux traceurs radioactifs 
qui s'incorporent dans les chaines osidiques des PG et des GAG lors de la 
synthese de ces molecules. 

Ces traceurs permettent de mesurer la quantite de PG et de GAG. 
II existe deux families de GAG qui different par leurs chaines sucrees. 
25 L'une est a base d'enchainement de glucosamines et 1'autre a base d'enchamement 
de galactosamines. C'est pourquoi on a utilise deux traceurs radioactifs differents, 
la 3 H-D-glucosamine et la ,4 C-D-galactosamine, qui s'incorporent dans les chaines 
osidiques des PG et des GAG au cours de leur synthese. Ce protocole permet de 
bien evaluer la synthese de l'ensemble des GAG et, accessoirement, de montrer 
30 que le xylose agit de maniere globale sur l'ensemble des syntheses de ces families 
moleculaires. 

1 .2- Protocole detaille de mis e en reuvre du test. 
Ensemencement des cellules: 
35 Pour mettre en evidence l'effet du D-xylose, on ensemence 25000 

keratinocytes humains normaux dans des puits de culture (plaque de 96 puits 
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Falcon 25000 keratinocytes par puits) dans 100 ul de milieu de culture pour 
keratinocytes (K-SFM, Gibco). Les cellules sont incubees 24 h a 37°C dans une 
atmosphere saturee en humidite avec 5% de C0 2 . 

Traitement des cellules: 

Au bout de ces 24 heures, le milieu d'ensemencement est remplace par 
100 |il de milieu K-SFM avec addition de D-xylose a des concentrations non 
cytotoxiques de 1, 5 et 10 mM (solution aqueuse de la molecule introduite a 0,1% 
v/v) avec deux traceurs radioactifs, a savoir la 3 H-D-glucosamine et la 
,4 C-D-galactosamine (4uCi/ml, Amersham). Dans les cultures temoin, la non- 
utilisation de D-xylose est compensee par un ajout a 0,1% v/v d'eau. Les cultures 
sont alors incubees 48h a 37°C en atmosphere saturee en humidite et avec 5% de 
CO.. 



15 Dosage des PG et des GA G secretes. 

Les sumageants de culture sont collectes, reunis deux a deux pour 
avoir un volume d'echantillon plus important, et traites avec 200 ul de pronase a 
0,2 mg/ml (Sigma) pendant 17h a 37°C afin d'hydrolyser la proteine porteuse et 
li'berer les GAG des PG. L'enzyme est ensuite inactivee par chauffage pendant 
•>0 lOmin dans de l'eau bouillante. Puis on revient a temperature ambiante. Une 
precipitation selective des GAG est realisee avec 40 ul de chlorure de cetyl 
pyridinium (CPC a 100 mg/ml, Sigma) en presence de 40 ul d'un melange d'acide 
hyaluronique (Fluka) de dermatan sulfate (Fluka) et de chondroitin sulfate (Sigma) 
tous a 2 mg/ml (ce qui fait un ajout d'une solution contenant 6 mg/ml de GAG 
.5 non radioactifs). On ajoute ces GAG non radioactifs pour declencher la 
precipitation et entrainer les GAG radioactifs (qui pris seuls seraient en quantite 
insuffisante pour precipiter) dans le precipite. Le prectpite obtenu est lave 2 fois 
avec 400 ul d'une solution de CPC a 10 mg/ml, puis solubilise dans 500 ul de 
methanol (Merck). La radioactivite est finalement mesuree en scintillation liquide 
30 avec 10 ml de liquide scintillant (Packard). 

II faut noter que dans l'exploitation des resultats, les GAG dont on a 
mesure la synthese ont deux origines. lis proviennent a la fois des GAG 
synthases et secretes et des PG synthases et secretes (qui ont subi une hydrolyse 
par la pronase pour les besoins du dosage). 
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Dosage des prolines cellulaires: 

Afm de ramener la radioactivite a une quantite unitaire de materiel 
cellulaire, un dosage des proteines cellulaires est effectue. Apres elimination du 
milieu de culture et deux rincages avec un tampon phosphate pH=7,2 (PBS, 

5 Gibco), le tapis cellulaire des puits de culture est dissous dans 30 ul de NaOH 
0,1M a 37°C et les plaques agitees pendant 30 mn a 37°C. Dans chaque puits on 
ajoute 200 ul de reactif a l'acide biccinchoninique/sulfate de Cu^ (Kit Sigma). On 
fait incuber pendant 30 min a 37°C et a I'obscurite. Les proteines que Ton veut 
doser reduisent les ions cuivrique (Cu~) du sulfate de cuivre en ions cuivreux 

10 (Cu + ). Ces demiers forment avec l'acide biccinchoninique des complexes 
chromogenes absorbant a 570 nm, qui est la longueur d'onde utilisee pour la 
mesure de la densite optique. Parallelement, une gamme d'etalonnage est realisee 
dans les memes conditions experimentales avec de 1'albumine serique bovine 
(BSA, Sigma) de 0 a 100 ug/puits, afin de traduire les densites optiques (DO) 

1 5 obtenues avec les proteines cellulaires en ug d'equivalent BSA par puits. 



Expression des resultats: 

Les quantites de GAG mesurees seront ramenees a une quantite 
unitaire de proteine (exprimee en ug d'equivalent BSA). 
20 L'activite « A » de stimulation de la secretion des GAG est calculee 

sous forme d'un pourcentage, selon la formule suivante : 



A = 



V qt ) 



xl00 



Dans laquelle q p et q„ respectivement pour les cultures traitees par le 
D-xylose et pour les cultures temoin non traitees, represented la quantite de GAG 
liberee, exprimee en nombre de disintegrations par minute (dpm) et ramenee a 
ljig de proteine equivalent BSA. 



30 Statistioues: 

Le test t de student sera effectue pour determiner si les secretions de 
PG et de GAG en presence de D-xylose sont significativement stimulees 
comparees aux cultures temoins, et pour comparer les valeurs de viabilite 
cellulaire obtenue entre cellules temoins et traitees. 
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1 V Produit teste. 

D-xylose pur a 99% (SIGMA ; reference : X3877) 

1 .4- Resultats du test. 

stimulation de s^th^ et de la se ction des GAG et des PG par le D-xvlose. 

En utilisant la 3 H-D-glucosamine comme traceur de la syrthese des 
PG et des GAG. 
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D-xylose 


GAG 


A(%) 


test t de Student 


en mM 


dpm/ug de proteine 




valeur de p 


0 


1387±116 






1 


2148±160 


55 


0,0001 (S) 


5 


26611202 


92 


<0,0001 (S) 


10 


2950±262 


113 


0,0001 (S) 



En utilisant la ,4 C-D-galactosamine comme traceur de la synthese des 
PG et des GAG. 



D-xylose 
en mM 


GAG 
dpm/ue de proteine 


A(%) 


test t de Student 
valeur de p 


0 


102±8 






1 


136±12 


34 


0,0001 (S) 


5 


209±15 


105 


0,0001 (S) 


10 


250+28 


145 


0,0001 (S) 
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S: differences significatives entre culture temoins et traitees (p<0,05) 
NS: differences non significatives entre temoins et traites (p>0,05) 

1-5- Analyse et discus **"" des resultats. 

II apparait, a la lecture des tableaux, une augmentation importante et 
significative des GAG radioactifs secretes dans les cultures traitees par le 
D-xylose par comparaison avec les cultures temoins. 
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On voit que le D-xylose stimule tres fortement la synthese, ainsi que la 
secretin extracellulaire, des PG et des GAG par les keratinocytes de l'epiderme 
humain et ce, quel que soit le traceur radioactif utilise pour suivre cette synthese. 

Compte tenu des proprietes deja decrites des PG et des GAG, le 
D-xylose apparait comme un agent particulierement interessant en cosmetique et 
en pharmacie en stimulant la synthese et la secretion des PG et des GAG, et 
permettant de ce fait d'obtenir une restauration ou une regulation de I'hydratation 
de l'epiderme et une meilleure fonctionnalite des cellules epidermiques. 



l o Exemple 2 ; Emulsion hydratante anti-age. 
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••0,2g 



D-xylose 

Ceramides de ble -0,2g 

Proteines de ble — *S 

Extrait de pomme — l 8 

Palmitate de vitamine A . . .0,0 1 g 

Acetate de vitamine E — 0, 1 g 
Excipient penetrant avec conservateurs et parfums . . .qsp 1 OOg 

Cette emulsion est utilisee en application topique quotidienne sur le 
visage. Cette preparation nourrissante ameliore rhydratation cutanee, la finesse de 
1 5 la peau, le grain de la peau et attenue les rides. 

Exemple 3 : Gel hydratant raffermissant. 

D-xylose -0,3g 

Extrait d'algue rouge ».0,5g 

Extrait de Centella asiatica ...0, 1 g 

Extrait de Bertholletia ...0,05g 

Vitamine C magnesium phosphate .. .0, 1 g 

Excipient avec conservateurs et parfums ...qsp lOOg 



Ce gel hydratant est utilise en application topique quotidienne sur le 
visage, le cou et le buste. II exerce un effet tenseur sur la peau et en ameliore la 
souplesse. 
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Fxemple 4 : Gel liposomal hydratant et reparateur. 



...0,2g 
...2g 
.,.3g 
...O.Olg 



D-xylose 
Lecithine de soja 
Proteines de ble 
Acetate de vitamine A 
a-tocopherol ...0,01g 
Excipient avec conservateurs et parfums ...qsp 100g 

Ce gel liposomal est utilise en application quotidienne, de preference 
5 le soir et sur le visage. Cette composition ameliore la souplesse de la peau et son 
hydratation pour sa regeneration. 

Exemple 5 : Lotion hydratante et tonifiante. 

0 2e 

D-xylose " ' 6 

Extrait de Panax ginseng -°' 2 S 

AMP cyclique ...0,05g 

" Theophilline -°' lg 

Excipient avec conservateurs et parfums -qsp 100g 

Cette lotion hydratante est utilisee en application topique quotidienne 
sur le visage de preference le matin pour une peau plus belle, plus eclatante. 

Exemple 6 : Mascara hydratant. 

15 

D-xylose ...0,3g 

Acide hyaluronique -0,5g 

Pigments colores - 10 S 

Cires -MS 

Excipient -VP 100 8 

Ce maquillage traitant pour le visage permet d'hydrater la peau et de 
l'assouplir tout en masquant les ridules superficielles pour un aspect plus soyeux.. 
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Exemole 7 : Gel liposomal hydratant et reparateur. 

D-xylose -0,5g 

Phosphate de vitamine E ••• 1 g 
Oxydes de fer 

Billes de nylon Orgasol -3g 

Excipient emulsion ...qsp lOOg 



Ce maquillage de soin pour le visage en application quotidienne 
5 permet d' assouplir la peau et de l'hydrater tout en la protegeant. 

Exemple 8 : Fluide protecteur 

xylose : 0,5 
10 ceramide 3 : 0,02 

acetate de DL alpha tocopherol : 0,2 
methoxycinnamate d'octyle : 7,5 
uvinul M40® : 2,5 

excipient gel fluide avec conservateur qsp 100 g 

15 

Ce produit presente une nette activite hydratante et raffermissante de 
la peau, lie a Taction d'augmentation de la synthese des GAG. 

Exemple 9 : emulsion creme douce 

20 

xylose : 0,5 
ceramide 3 : 0,02 
peptides de lupin : 3 

Oligomeres procyanidoliques (OPC) : 0,5 
25 excipient creme avec conservateurs et parfums qsp 100 g 



Ce produit presente une nette activite hydratante et raffermissante de 
la peau, lie a Taction d'augmentation de la synthese des GAG. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un compose choisj dans le groupe constitue du 
D-xylose, de ses esters et des oligosaccharides conteant du D-xylose, comme 

5 agent cosmetique destine a stimuler la synthese et/ou la secretion des 
proteoglycannes (PG) et/ou des glycosaminoglycannes (GAG) par les 
keratinocytes, notamment les keratinocytes de 1'epiderme et des tissus possedant 
un compartiment keratinocytaire de revetement tels que les muqueu^es, en 
particulier les levres, et les annexes cutanees, en particulier les follicules pileux, 

10 ledit agent etant incorpore dans une composition cosmetique comprenant un 
vehicule cosmetiquement acceptable. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
agent cosmetique contribue a au moins une des activites suivantes : 

- lutter contre le vieillissement de 1'epiderme, 

15 . i U tter contre le dessechement de la peau lie a une insuffisance de 

Taction des GAG, en particulier de l'acide hyaluronique, 

- ameliorer la tonicite de la peau, 

- maintenir ou restaurer la souplesse et l'elasticite de la peau, 

" - ameliorer la mineralisation de 1'epiderme, rendant ainsi la peau plus 
20 saine et ameliorant sa vitalite, 

- faciliter les echanges intercellulaires, 

-ameliorer la structure tridimensionnelle de la jonction dermo- 
epidermique, 

- faciliter la cicatrisation sans formation de cicatrices, permettant ainsi 
25 la reparation de micro-traumatismes epidermiques, 

- faciliter la migration des keratinocytes, permettant la formation d'une 

couche comee de bonne qualite, 

- moduler l'action des facteurs de croissance et des cytokines produits 

par les cellules de la peau. 

30 3. Utilisation du D-xylose et/ou d'un de ses esters pour la fabrication 

d'une composition pharmaceutique, notamment dermatologique, destinee a traiter 
les insuffisances de la synthese ou de la secretion des proteoglycannes (PG) et/ou 
des glycosaminoglycannes (GAG) par les keratinocytes, en vue de corriger les 
effets negatifs desdites insuffisances, en particulier d'ameliorer l'etat fonctionnel 

35 des cellules de la peau, notamment de 1'epiderme. 
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4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutique, notamment dermatologique est destinee a faciliter la 
cicatrisation et a reparer les micro-traumatismes epidermiques ou a trailer les 
ulcerations cutanees, en particulier des ulcerations des jambes, ou a reduire les 
striae distensae de la grossesse. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 

que ledit compose est le D-xylose. 

6. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 
que ledit compose est un ester de l'acide D-galacturonique. 

7. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 
que ledit compose est un ester d'acide gras comprenant de 16 a 24atomes de 
carbone, en particulier un ester d'un acide gras naturel. 

8. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que ledit 
acide gras est choisi dans le groupe constitue des acides palmitique, stearique, 

1 5 oleique, linoleique, linolenique, arachidonique, erucique, lignocerique. 

9. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 
que ledit compose est un oligosaccharide comprenant au moins un xylose et 
comprenant de 1 a 6 sucres, choisi dans le groupe constitue du xylobiose, du 
xylobiose hexaacetate, du methyl-P-xylobioside, du xylotriose, du xylotetraose, du 

20 xylopentaose et du xylohexaose. 

10. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 9, caracterisee en ce 
que ledit compose est present dans ladite composition a une concentration 
comprise entre 0,001 et 5%, de preference entre 0,01 et 0,5%, en poids par 
rapport au poids de ladite composition. 

25 H. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 10, caracterisee en ce 

que ladite composition est formulee pour une application topique. 

12. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 11, caracterisee en ce 
que ladite composition contient des liposomes, ledit compose se trouvant soit a 
l'exterieur desdits liposomes, soit partiellement ou totalement incorpore dans 

30 lesdits liposomes. 

13. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 12, caracterisee en ce 
que ladite composition contient en outre au moins un autre principe actif choisi 
dans le groupe constitue : 

- des sucres amines, en particulier la D-glucosamine et la D- galactosamine ; 
35 - des acides amines, en particulier la L- serine ou tout extrait en contenant, en 
particulier des extraits d'algues ; 
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- de Tascorbate de sodium (vitamine C) et de ses derives comme le phosphate, le 
palmitate, I'acetate ou le propionate ; 

- de la vitamine A (appele aussi retinol), de ses esters et derives en particulier le 
palmitate, I'acetate et le propionate ; 

- de l'acide madecassique, de l'acide asiatique et de leurs derives glycosyles ; 

- des vitamines du groupe B, en particulier les vitamines Bl, B6 et B12 et l'acide 
folique ; 

- de la vitamine PP ; 

- de la forskoline, de ses derives et des extraits de coleus forskolii ; 

- de l'acide salicylique et ses derives, en particulier ceux a chaines lipophiles ; 

- l'ecdysterone et ses derives, en particulier les acetates ; 

-des retinoides, en particulier l'acide retinoique, le retinaldehyde et le 
retinylphosphate ; 

-des oligo-elements, tels que la silice et ses derives comme le silanol, le 
1 5 magnesium et ses sels, le manganese et ses sels ; 

- des extraits de Potentilla erecta ; 

- des extraits de fruits, en particulier de pomme et de citron, en particulier l'eau de 
pomme ou ses polyphenols ; 

- des irihibiteurs des phosphodiesterases, en particulier les xanthines ; 
20 - des extraits de Siegesbeckia orientalis ou de Daturoside ; 

- des extraits de Centella asiatica enrichi en triterpenes ; 

- des extraits de Bertholletia ; 

-de l'acide chlorogenique, de l'acide cafeique, de l'acide sinapique et de l'acide 
caffeoyl quinique ; 

-des substances antiradicalaires, en particulier les oligomeres procyanidoliques 
(OPC), les extraits de the vert, de pepins de raisins, l'acide nordihydroguaiaretique 
(NDGA), les extraits de curcumine et les curcuminoides. 

14. Precede de traitement cosmetique destine a stimuler la synthese et 
la secretion des proteoglycannes (PG) et/ou des glycosaminoglycannes (GAG), 
30 caracterise en ce qu'il comprend ^application d'une quantite cosmetiquement 
efficace d'un compose choisi dans le groupe constitue du D-xylose, de ses esters, 
notamment Tester de l'acide D-galacturonique et les esters d'acides gras du 
D-xylose tels que definis dans la revendication 7 ou 8 et des oligosaccharides 
contenant du D-xylose, notamment des oligosaccharides tels que definis dans la 
35 revendication 9, pour obtenir la stimulation desdites synthese et secretion, ledit 
compose etant contenu dans un excipient cosmetiquement acceptable. 
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15. Precede selon la revendication 14, caracterise en ce que ledit 
compose est present dans la composition a une concentration comprise entre 0,01 
et 5 % en poids, de preference entre 0,01 et 0,5 % en poids. 

16. Utilisation d'un ester du D-xylose, en particulier de Tester de 
l'acide D-galacturonique, ou d'un des esters d'acide gras du D-xylose tel que defini 
dans la revendication 7 ou 8, ou d'un oligosaccharide contenant du D-xylose, en 
particulier d'un oligosaccharide tel que defini dans la revendication 9, comme 
agent cosmetique destine a hydrater la couche basale de l'epiderme. 

17. Utilisation d'un ester du D-xylose, en particulier de Tester de 
l'acide D-galacturonique, ou d'un des esters d'acide gras du D-xylose tel que defini 
dans la revendication 7 ou 8, ou d'un oligosaccharide contenant du D-xylose, en 
particulier d'un oligosaccharide tel que defini dans la revendication 9, pour la 
fabrication d'une composition pharmaceutique, notamment dermatologique, 
destinee a trailer les insuffisances de l'hydratation de la couche basale de 

15 l'epiderme. 
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